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氯膦酸二钠脂质体不同给药剂量和方式
对骨髓巨噬细胞清除效果的研究*
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摘要 ： 目的　研究氯膦酸二钠脂质体不同给药剂量和方式对骨髓巨噬细胞的清除效果。方法　用雄性

BALB/c 和 C57BL/6 小鼠复制异基因造血干细胞移植（HSCT）模型，随机分为 HSCT 组、HSCT + ip100 组

（HSCT+氯膦酸二钠脂质体腹腔注射100 μL）、HSCT + iv100组（HSCT+氯膦酸二钠脂质体静脉注射100 μL）、

HSCT + iv150 组（HSCT+氯膦酸二钠脂质体静脉注射 150 μL）、HSCT + iv200 组（HSCT+氯膦酸二钠脂质

体静脉注射 200 μL）、HSCT + iv250 组（HSCT+氯膦酸二钠脂质体静脉注射 250 μL）。HSCT后第1天注射

氯膦酸二钠脂质体，之后每5天注射1次，直至相应时间点获取样本。采用流式细胞术和Western blotting检测骨

髓巨噬细胞数量的变化，依据全血细胞计数确定外周血的变化，HE染色观察骨髓腔损伤。结果　与HSCT组比

较，其余各组小鼠的外周血白细胞计数明显增加（P <0.05）。与氯膦酸二钠脂质体腹腔注射相比，静脉注射骨髓

巨噬细胞清除效果明显（P <0.05）。流式细胞术结果显示，氯膦酸二钠脂质体静脉注射清除效果随着脂质体剂量

的增加而更加明显。HE染色结果显示，随着氯膦酸二钠脂质体剂量的增加，骨髓腔中的脂肪空泡越来越多。结论　

氯膦酸二钠脂质体静脉注射清除骨髓巨噬细胞优于腹腔注射，在一定剂量内，骨髓巨噬细胞随着氯膦酸二钠脂质

体注射剂量的增加，清除效果越明显。
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Abstract:  Objective To study the effects of different dosages and methods of Clodronate liposomes 

administration on the clearance of bone marrow macrophages.  Methods Male BALB/c and females C57BL/6 mice 

were firstly used to establish an allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) model, and were 

randomly divided into HSCT group, HSCT+ Clodronate liposome 100 μL group (ip), HSCT + Clodronate Liposome 

100 μL group (iv), HSCT + Clodronate Liposome 150 μL group (iv), HSCT + Clodronate Liposome 200 μL (iv), 

HSCT + Clodronate Liposome 250 μLgroup (iv). Mice were injected with different dose of Clodronate Liposome 

day 1 post HSCT and then every 5 days until corresponding time point. The changes in the number of macrophages 
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in bone marrow were detected by flow cytometry and Western blot. The changes in peripheral blood were 

determined by complete blood count, and the injuries in bone marrow cavity were observed by H&E staining.  

Results Compared with the HSCT group, the peripheral blood leukocyte counts of the other groups were 

significantly increased (P < 0.05); Compared with the intraperitoneal injection group, the intravenous injection group 

showed a significant enhancement on the clearance of bone marrow macrophages (P < 0.05); Flow cytometry results 

showed that the clearance effect on bone marrow macrophages became stronger as the dose of Clodronate liposome 

increased. Bone marrow pathology staining showed that the fat vacuoles in the bone marrow lumen increased more 

with the increase of dose of Clodronate liposome.  Conclusion Compared with intraperitoneal injection, intravenous 

injection of Clodronate liposome showed a more significant bone marrow macrophage clearance effect, and the 

clearance effect of clodronate liposome on bone marrow macrophages increasing with a higher dosage in a certain 

dose range.

Keywords ：  clodronate-liposomes; bone marrow macrophage; hematopoietic stem cell transplantation

氯膦酸二钠脂质体是一种高极性化合物，可自

由溶于水，亲脂性低。游离的氯膦酸二钠脂质体不

容易通过细胞膜的磷脂双分子层，但脂质体可以被

巨噬细胞吞噬并引起巨噬细胞凋亡[1]。氯膦酸二钠

脂 质 体 已 被 广 泛 用 于 清 除 小 鼠 骨 髓 腔 内 巨 噬 细

胞[2]。 临 床 研 究 已 将 氯 膦 酸 二 钠 脂 质 体 用 于 治 疗

Paget 病、多发性骨髓瘤[3]、肝脏纤维化[4]和乳腺癌转

移[5]，也 用 于 减 弱 肺 部 缺 血 再 灌 注 引 起 的 肺 部 水

肿[6]。巨噬细胞在炎症反应中发挥重要作用[7]，清除

巨噬细胞可降低慢性肝损伤大鼠的门静脉压力[8]，

去除巨噬细胞还能够显著降低小鼠造血干祖细胞

归 巢 效 率[9]。 巨 噬 细 胞 是 一 种 异 质 性 的 免 疫 细 胞

群，具有高度的可塑性，在骨髓微环境中发挥着各

种 不 同 的 作 用 ，巨 噬 细 胞 在 骨 髓 微 环 境 中 至 关 重

要[10-11]。 多 数 研 究 造 血 干 细 胞 移 植（hematopoietic 

stem cell transplantation, HSCT）后巨噬细胞在骨髓微

环境中的作用的实验都选择通过氯膦酸二钠脂质

体去除巨噬细胞，但目前氯膦酸二钠脂质体的用药

方式和剂量还不清楚。本研究根据实验室方法复

制 HSCT 模型[12]，采用氯膦酸二钠脂质体清除骨髓巨

噬细胞，通过设置一系列的剂量梯度，研究清除巨

噬细胞的最佳注射剂量和注射方式。

1 材料与方法

1.1　实验动物

SPF 级 雄 性 BALB/c 小 鼠 120 只 ，SPF 级 雌 性

C57BL/6 小鼠 10 只，6～8 周，体重 18～20 g，均购自

北京维通利华实验技术有限公司。所有实验动物

饲养于徐州医科大学（中国徐州泉山）的 SPF 级动物

中心，温度（22 ℃）和湿度（60%）稳定。实验动物生

产许可证号：SCXK（京）2021-0006，实验动物使用许

可证号：SYXK（苏）2021-0038。

1.2　主要试剂

CD11b、F4/80 流式抗体（美国 Biolegend 公司），

氯膦酸二钠脂质体（荷兰 Liposome 公司），CD11b 蛋

白抗体（美国 Proteintech 公司），SDS-PAGE 凝胶试剂

盒（中国碧云天生技术有限公司），辣根过氧化物酶

标记的山羊抗兔 IgG 二抗，GAPDH（中国博世生物有

限公司），PVDF 膜（美国 GE 公司），ECL 化学发光试

剂（中国富百科生物技术有限公司）。

1.3　主要仪器
137Seγ 射线辐照器（德国 Gamma-Service Medical

公 司），Western blotting 全 套 仪 器（美 国 Bio-Rad 公

司），血细胞分析仪（中国迈瑞公司），流式细胞仪

（美国贝克曼公司），BMJ-B 型包埋台和 BMJ-B 包埋

冷台（常州中威电子仪器有限公司）。

1.4　实验方法

1.4.1 　 小鼠 HSCT 模型复制 　移植受鼠预处理：雄

性 BALB/c 小鼠为受鼠，移植前 6～8 h 给予 7.5 Gy 致

死 剂 量 全 身 照 射 ，剂 量 率 为 1.92 Gy/min，分 4 次 照

射 ，每 次 1.875 Gy。 制 备 供 鼠 骨 髓 细 胞 ：取 雌 性

C57BL/6 小鼠，颈椎脱臼处死，75% 酒精浸泡 5 min，

无菌取小鼠胫、股骨，剪开骨骺端获取骨髓细胞悬

液，计数后根据结果调整细胞浓度，按照每 220 μL

含 5×106 个细胞制备骨髓单个细胞悬液，放置冰上

备用。骨髓细胞移植：6 h 后将制备好的供鼠骨髓细

胞悬液经尾静脉注射至受鼠体内，每只小鼠经尾静

脉注射 220 μL 骨髓单个细胞悬液。

1.4.2 　 氯膦酸二钠脂质体去除 HSCT 后小鼠骨髓巨

噬细胞 　复制小鼠 HSCT 模型后，于移植后第 1 天、
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第 6 天、第 11 天、第 16 天、第 21 天、第 26 天时将氯

膦酸二钠脂质体注射到小鼠体内。根据氯膦酸二

钠脂质体注射方式和注射剂量将移植后的 120 只

雄 性 BALB/c 小 鼠 随 机 分 为 6 组 ：HSCT 组 、HSCT+ 

ip100 组（HSCT+ 氯 膦 酸 二 钠 脂 质 体 腹 腔 注 射

100 μL）、HSCT+ iv100 组（HSCT+ 氯 膦 酸 二 钠 脂 质

体 静 脉 注 射 100 μL）、HSCT+ iv150 组（HSCT+ 氯 膦

酸 二 钠 脂 质 体 静 脉 注 射 150 μL）、HSCT+ iv200 组

（HSCT+ 氯 膦 酸 二 钠 脂 质 体 静 脉 注 射 200 μL）、

HSCT + iv250 组（HSCT+氯膦酸二钠脂质体静脉注

射 250 μL），每组 20 只。根据实验分组，经小鼠腹

腔或尾静脉注射不同剂量的氯膦酸二钠脂质体。

1.4.3 　 流式细胞术检测巨噬细胞占比 　分别于移

植后第 7 天、第 21 天、第 28 天颈椎脱臼处死各组小

鼠 5 只，取小鼠胫、股骨，剪开骨骺端获取骨髓细胞

悬液。获取的骨髓细胞悬液经过滤后，离心弃上清

液，用磷酸盐缓冲液（phosphate buffered saline， PBS）

调整细胞密度为 1×107 个/mL，流式管每管取 100 μL

骨髓细胞悬液，加入 CD11b 和 F4/80 各 1 μL，4 ℃下

放置 30 min，再加入 PBS 3 mL 终止，离心弃上清液，

加入 100 μL PBS 上机检测 CD11b+和 F4/80+巨噬细胞

占比。

1.4.4 　 全血细胞计数仪计数外周血细胞 　经氯膦酸

二钠脂质体处理后的移植小鼠于第 7 天、第 14 天、

第 21 天及第 28 天通过小鼠尾静脉获取外周血，采集

各小组小鼠外周血数滴于 EDTA 抗凝管内，弹匀后

通过血细胞计数仪检测小鼠外周血白细胞、红细胞

及血小板。

1.4.5 　 Western blotting 检测 CD11b 蛋白相对表达量 

　收集相应时间点各组小鼠骨髓细胞沉淀，提取骨

髓细胞蛋白：按照 5×106 个/100 μL 加入裂解液，再

加 入 裂 解 液 体 积 1% 的 苯 甲 基 磺 酰 氟 ，冰 上 裂 解

15 min，5 min振荡 1 次，4 ℃，15 000 r/min 离心 15 min，

取上清液至新的 EP 管中；将上清液按照体积的 1/4

加入 5×loading，充分混匀；将混匀后的上清放入金

属浴 99 ℃，15 min。将提取好的蛋白进行十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳后转膜至聚偏二氟乙

烯膜上，5% 脱脂牛奶室温封闭 1 h，磷酸盐吐温缓冲

液（phosphate buffered saline with tween 20, PBST）洗

涤 4 次，每次 10 min，4 ℃孵育一抗过夜，次日回收一

抗后，用 PBST 洗涤 3 次，每次 10 min，室温孵育相应二

抗 1 h，PBST 洗涤 3 次，每次 10 min，在 Image J 成像系

统进行显影，扫描后与内参 β-actin 进行对比分析，

计算 CD11b 蛋白的相对表达量。

1.4.6 　 苏木精-伊红（hematoxylin-eosin staining, HE）

染色 　相应时间点收集小鼠股骨在 4% 多聚甲醛中

固定 48 h，流水冲 2 h，使用盐酸-甲酸脱钙 6～8 h

后，再用流动水冲洗 2 h，将股骨放入包埋盒中进行

一系列梯度酒精脱水，包埋机左、右蜡缸浸蜡，将组

织最大面朝下进行包埋。包埋好的蜡块可室温保

存，也可直接切片。石蜡在切片机上切成约 4 μm 薄

片后，放置摊片机中展开，使用黏附载玻片将片子

捞起后放入烘箱中烘 4 h，然后将片子放二甲苯及梯

度酒精中进行脱蜡复水，再使用 HE 进行染色，最后

经脱水、透明、封片后，放通风橱过夜，第 2 天在光学

显微镜下观察骨组织病理改变并拍照记录。

1.5　统计学方法

数据分析采用 Flow Jo 软件和 Graphpad Prism 8.0

统计软件。计量资料以均数±标准差（x±s）表示，

比较用方差分析，两两比较用均数间的多重比较。

P <0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1　氯膦酸二钠脂质体对各组外周血的影响

不同时间点各组小鼠红细胞、白细胞、血小板

计数结果显示，第 7 天、第 14 天、第 21 天、第 28 天时

外周血白细胞水平比较，经方差分析，差异有统计

学意义（P <0.05）。与 HSCT 组比较，HSCT + iv200 组

和 HSCT+ iv250 组白细胞数量明显增多（P <0.05）。

第 7 天、第 14 天、第 21 天时外周血红细胞水平比较，

经方差分析，差异无统计学意义（P >0.05）；第 28 天

时外周血红细胞水平比较，经方差分析，差异有统

计学意义（P <0.05）。第 7 天时外周血血小板水平比

较，经方差分析，差异有统计学意义（P <0.05），静脉

注射氯膦酸二钠脂质体的各组均高于 HSCT 组（P <

0.05）；随着时间延长，注射氯膦酸二钠脂质体次数

增加，其他各组血小板计数开始减少；第 14 天时外

周血血小板计数比较，经方差分析，差异有统计学

意义（P <0.05），注射氯膦酸二钠脂质体组血小板计

数均低于 HSCT 组（P <0.05）；第 21 天、第 28 天时外

周血血小板计数比较，经方差分析，差异无统计学

意义（P >0.05）。见表 1～3。
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2.2　氯膦酸二钠脂质体不同注射方式对巨噬细胞

清除效果的影响

HSCT 组、腹腔注射组和静脉注射氯膦酸二钠

脂质组，第 7 天时巨噬细胞比例比较，经方差分析，

差异无统计学意义（P >0.05）。第 14 天时巨噬细胞

比 例 比 较 ，经 方 差 分 析 ，差 异 有 统 计 学 意 义（P <

0.05）；与 HSCT 组比较，静脉注射组巨噬细胞清除效

果明显。见表 4 和图 1。

2.3　氯膦酸二钠脂质体不同注射剂量对巨噬细胞

清除效果的影响

通过收集各组小鼠骨髓细胞悬液，流式细胞术

检测巨噬细胞清除效果，结果显示，第 7 天、第 14 天

时巨噬细胞比例的比较，经方差分析，差异有统计

学意义（P <0.05）；氯膦酸二钠脂质体不同剂量组随

表 1　各组不同时间的尾静脉外周血白细胞计数比较　（n =20， ×109/L， x±s）

组别

HSCT 组

HSCT + ip100 组

HSCT + iv100 组

HSCT + iv150 组

HSCT + iv200 组

HSCT + iv250 组

F 值

P 值

第 7 天

1.65±0.18

2.17±0.36

4.39±0.63

8.29±0.79†

14.95±1.25†

13.78±1.63†

74.500

0.000

第 14 天

4.71±0.5

7.40±2.04

6.87±0.69

8.27±0.81

17.99±1.80†

16.12±1.17†

35.130

0.000

第 21 天

8.22±2.46

14.90±0.71

20.68±1.77†

24.55±4.37†

42.28±3.85†

26.53±2.17†

33.590

0.000

第 28 天

7.61±0.35

15.37±2.36†

18.15±3.59†

33.15±4.21†

34.48±1.13†

31.40±1.02†

27.380

0.000

注 ： †与 HSCT 组比较，P <0.05。

表 2　各组不同时间的尾静脉外周血红细胞计数比较　（n =20， ×1012/L， x±s）

组别

HSCT 组

HSCT + ip100 组

HSCT + iv100 组

HSCT + iv150 组

HSCT + iv200 组

HSCT + iv250 组

F 值

P 值

第 7 天

9.59±1.25

10.19±0.70

9.71±3.54

9.59±1.10

12.23±0.55

10.02±0.29

1.570

0.242

第 14 天

9.70±0.2

9.58±0.1

9.83±0.13

8.95±0.68

9.75±0.29

10.07±0.59

1.792

0.190

第 21 天

10.35±0.69

9.64±0.71

10.1±0.63

9.93±0.56

10.27±0.46

9.64±0.64

0.574

0.719

第 28 天

10.25±0.17

9.44±0.43

9.61±0.16

8.70±0.35†

8.94±0.23†

6.91±0.44†

25.710

0.000

注 ： †与 HSCT 组比较，P <0.05。

表 3　各组不同时间的尾静脉外周血血小板计数比较　（n =20， ×109/L， x±s）

组别

HSCT 组

HSCT + ip100 组

HSCT + iv100 组

HSCT + iv150 组

HSCT + iv200 组

HSCT + iv250 组

F 值

P 值

第 7 天

133.67±10.66

274.33±48.58

327.00±77.77†

317.67±89.66†

390.00±50.28†

322.00±21.35†

5.745

0.006

第 14 天

692.67±20.04

336.00±24.66†

424.33±115.38†

388.67±34.99†

426.67±41.30†

416.33±16.76†

10.670

0.000

第 21 天

878.33±101.38

832.00±156.11

926.00±85.02

1 007.00±50.41

914.67±83.08

664.67±48.18

3.023

0.054

第 28 天

933.67±40.31

1 071.00±142.20

1 108.67±138.05

1 127.67±169.97

991.00±127.78

750.67±80.39

2.456

0.094

注 ： †与 HSCT 组比较，P <0.05。

·· 44



第 21 期 王玉寒， 等： 氯膦酸二钠脂质体不同给药剂量和方式对骨髓巨噬细胞清除效果的研究

着注射剂量的增加，骨髓细胞中巨噬细胞占比越来

越低，当氯膦酸二钠脂质体剂量增加到 200 μL 和

250 μL 时，两组间巨噬细胞占比没有明显变化（见

表５和图２）。为进一步验证 200 μL 和 250 μL 清除

效 果 的 差 异 ，经 Western blotting 检 测 骨 髓 细 胞 中

CD11b 蛋白相对表达量，结果显示，HSCT 组、HSCT + 

iv200 组、HSCT+iv250 组 CD11b 蛋白相对表达量分别

为（1.18±0.11）、（0.72±0.11）、（0.72±0.08），经方差

分 析 ，差 异 有 统 计 学 意 义（F =13.890，P =0.006）；

HSCT 组 高 于 HSCT+iv200 组 、HSCT+iv250 组（P <

0.05）。HSCT+iv200 组与 HSCT+iv250 组比较，差异无

统计学意义（P >0.05）。见图３。

2.4　氯膦酸二钠脂质体静脉注射不同剂量对骨髓

腔的影响

HE 染色结果显示，第 7 天各组小鼠骨髓腔出血

严重，有空洞出现；第 14 天各组骨髓腔出血明显好

转，炎症细胞浸润，有脂肪空泡出现。相较于 HSCT

组，注射氯膦酸二钠脂质体组小鼠的骨髓腔有大量

脂肪空泡出现，注射剂量 200 μL 组小鼠整个骨髓腔

充满脂肪空泡，100 μL 和 250 μL 组相较 200 μL 组，

脂肪空泡较少，但是与 HSCT 相比，空泡是增多的。

见图 4。

表 4　HSCT组、HSCTHSCT + ip100组、HSCT+ iv100组

第7天和第14天时骨髓细胞中巨噬细胞比例比较

（n =20， %， x±s）

组别

HSCT 组

HSCT + ip100 组

HSCT + iv100 组

F 值

P 值

第 7 天

2.20±0.26

1.80±0.14

1.69±0.11

4.372

0.067

第 14 天

10.27±0.82

8.44±1.54

6.82±0.16†

5.809

0.040

注 ： †与 HSCT 组比较，P <0.05。
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图1　第7天和第14天时氯膦酸二钠脂质体不同注射方式巨噬细胞占比

表 5　骨髓细胞中巨噬细胞比例在第7天和第14天时的

比较　（n =20， %， x±s）

组别

HSCT 组

HSCT + iv100 组

HSCT + iv150 组

HSCT + iv200 组

HSCT + iv250 组

F 值

P 值

第 7 天

2.53±0.46

1.69±0.11†

1.61±0.18†

1.32±0.14†

1.29±0.16†

8.436

0.003

第 14 天

10.27±0.82

6.92±0.29†

6.29±0.21†

5.77±0.77†

5.53±1.24†

12.620

0.001

注 ： †与 HSCT 组比较，P <0.05。
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图2　第7天和第14天时氯膦酸二钠脂质体不同剂量巨噬细胞占比
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图3　CD11b蛋白表达

第 7 天

第 14 天
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图4　各组第7天和第14天时骨髓腔的病理改变　（HE 染色×200）
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3 讨论

巨噬细胞是骨髓细胞的重要组成部分，HSCT

后，骨髓巨噬细胞大量浸润，其具有双重作用，既能

促进炎症也能抑制炎症[13]，在促进 HSCT 后的干细胞

植入中发挥重要作用，有助于促进组织再生及免疫

调节[14]，另外，巨噬细胞在维持造血干细胞静止和微

环境稳态中起关键作用，成红细胞岛巨噬细胞与发

育中的红系祖细胞相关[15]。为研究巨噬细胞的作

用，通常需要复制巨噬细胞耗竭的动物模型，研究

表明氯膦酸二钠脂质体分为口服剂型和注射剂型，

由于氯膦酸二钠脂质体的亲水性，使人体口服氯膦

酸二钠脂质体的胃肠吸收率低。注射氯膦酸二钠

脂质体是医学界公认且常用的清除体内巨噬细胞

的方法，实验操作简单，易于复制。目前氯膦酸二

钠 脂 质 体 注 射 方 式 多 样 ，注 射 剂 量 没 有 明 确 的 说

明，随着技术的不断进步，寻找氯膦酸二钠脂质体

清除骨髓腔巨噬细胞的最佳注射方式和最佳注射

剂量为节约时间和用药成本提供了新希望。

不同注射方式对器官的作用效果不同，腹腔注

射链脲佐菌素是构建糖尿病模型的主流方法，但腹

腔注射不可能靶向单个器官，相比之下，静脉注射

链脲佐菌素所诱导的糖尿病模型更稳定且重复性

好[16]。腹腔注射氯膦酸二钠脂质体可有效清除肠道

及小鼠体内巨噬细胞，清除巨噬细胞后会加重小鼠

溃疡性结肠炎[17]，但对别的器官影响较小。为探究

HSCT 后使用氯膦酸二钠脂质体清除小鼠骨髓中巨

噬细胞的最佳方式，将腹腔注射及静脉注射对骨髓

中 巨 噬 细 胞 的 清 除 效 果 进 行 对 比 ，本 研 究 结 果 发

现，在 HSCT 模型中，相较于腹腔注射，静脉注射氯

膦酸二钠脂质体对巨噬细胞清除效果明显。为探

索氯膦酸二钠脂质体清除骨髓巨噬细胞的最佳注

射剂量，设置不同的剂量梯度，发现随着注射剂量

的提高，骨髓巨噬细胞清除效果越明显，200 μL 和

250 μL 相 比 ，清 除 效 果 相 差 很 小 。 考 虑 到 用 药 成

本，氯膦酸二钠脂质体注射剂量到 200 μL 就可以达

到很好的清除效果。通过病理染色发现，与 HSCT

组相比，注射氯膦酸二钠脂质体后，骨髓腔内的脂

肪细胞明显增加，脂肪细胞在骨髓微环境的造血过

程中具有复杂的作用[18]，被认为是造血功能不良的

骨髓细胞的“空间填充物”[19]。

综上所述，在小鼠 HSCT 模型中，静脉注射氯膦

酸二钠脂质体清除骨髓中巨噬细胞效果更好，在一

定剂量范围内随着注射剂量的增加，骨髓中巨噬细

胞清除效果越来越明显，当注射剂量达到 200 μL 就

可以达到最佳清除效果。本文研究了氯膦酸二钠

脂质体清除骨髓腔中巨噬细胞的方式和注射剂量，

表明不同的给药途径，可以清除特定器官或组织中

的巨噬细胞，为研究其他脏器内巨噬细胞清除的注

射方式及注射剂量提供一定的实验室依据。
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